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Beschreibung

[0001] Die Erfindung betrifft ein Verfahren und eine An-
ordnung zur Erfassung von Bindungsereignissen von
Molekilen, die insbesondere fir Hochdurchsatzanwen-
dungen geeignet sind.

[0002] Das Kennen und Verstehen von Bindungs-
ereignissen und Wechselwirkungen zwischen Biomole-
kilen stellt ein wesentliches Arbeitsfeld der biologischen,
pharmazeutischen und medizinischen Forschung dar.
Ziel ist es dabei, mégliche Bindungspartner aufzuspiiren
und deren Signalwege zu charakterisieren, um mit den
daraus gewonnenen Erkenntnissen Therapien oder Me-
dikamente entwickeln zu kdnnen. Entdeckt werden phar-
mazeutisch relevante Wirkstoffe beispielsweise mithilfe
von Screening-Verfahren, bei denen eine Vielzahl vonin
Bibliotheken katalogisierter Molekiile oder Strukturen ge-
geneinander oder gegen bekannte Zielstrukturen aufihre
Bindungseigenschaften getestet werden. Somit kénnen
aus der groRen Anzahl katalogisierter Strukturen bei-
spielsweise diejenigen Strukturen ermittelt werden, die
an ein krankheiterregendes Protein binden und es da-
durch hemmen. Zur Erfassung solcher Strukturen wer-
den die bekannten zu untersuchenden Zielstrukturen
(Targets) fur gewohnlich als stationdre Phase auf der
Oberflache eines Biochips kovalent gebunden, wobei die
so immobilisierten Targets dann durch Uberstrémen mit
einer mobilen Phase, einer Flissigkeit in der eine Viel-
zahl moglicher Bindungsstrukturen (Molekule bzw. Mo-
lekulteile) enthalten sind, in Kontakt gebracht werden.
Wahrend diesem Kontakt kann beispielsweise auf Ober-
flachenplasmonresonanz (SPR) oder auf quartzcrystall-
microbalance (QCM) basierenden Verfahren die Asso-
ziation und Dissoziation zwischen den immobilisierten
Targets und den mobilen Strukturen (Molekule bzw. Mo-
lekilteile) bestimmt werden.

[0003] Es liegt auf der Hand, dass es angesichts der
Vielzahl méglicher Bindungspartner erforderlich ist, ge-
eignete Hochdurchsatz-Verfahren anzuwenden, mit de-
nen die Vielzahl mdglicher Bindungskombinationen in ei-
ner vertretbaren Zeit bewaltigt werden koénnen. Insbe-
sondere durch die stetige Erweiterung der Substanzbib-
liotheken steigt der Druck, héhere Durchsatzraten zu er-
reichen. Aufgrund der substrat- bzw. biochipseitigen ko-
valenten Anbindung der Targets ist es allerdings nur un-
ter extremen Bedingungen mdglich, ein Ablésen der so
immobilisierten Targets zu erreichen. Es ist daher erfor-
derlich, einen Biochip fiir jedes zu untersuchende Target
erneut aufwendig zu praparieren. Insbesondere bei der
Durchfiihrung von Screenings mit mehreren Targets im
Hochdurchsatz eignen sich derartige Biochips daher
nicht in ausreichendem Malf.

[0004] Es sind bereits Verfahren bekannt, bei denen
die Bindung zwischen Biotin und Streptavidin fir eine
Regeneration eines Biochips ausgenutzt wird. Dabei
wird Streptavidin kovalent an der Oberflache des Bio-
chips gebunden. In einem weiteren Schritt binden bioti-
nylierte Liganden an dem immobilisierten Streptavidin
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und bilden eine stationéare Phase. In der stationéren Pha-
se immobilisiert, kdnnen die Liganden auf ihre Bindungs-
eigenschaften getestet werden. Aufgrund der hohen Bin-
dungsaffinitat von Biotin zu Streptavidin, die der Bin-
dungsstarke einer kovalenten chemischen Bindung
gleichwertig ist, sind jedoch extreme Bedingungen
(bspw. hohe Temperaturen) notwendig, um eine Disso-
ziation der biotinylierten Liganden von dem kovalent ge-
bundenen Streptavidin zu bewirken. Obwohl eine Ablo-
sung der mit den biotinylierten Liganden gebildete stati-
onare Phase prinzipiell méglich ist, fiihren die extremen
Bedingungen zu einer teilweise oder vollstandigen De-
naturierung des Streptavidinmolekiils, so dass eine wei-
tere Immobilisierung mit biotinylierten Liganden an die-
sen Strepatvidinmolekulen nicht oder nur mit verringerter
Bindungsstarke maoglich ist.

[0005] Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es da-
her, Méglichkeiten fir eine reversible Immobilisierung
von Liganden anzugeben.

[0006] Erfindungsgemal wird diese Aufgabe mit ei-
nem Verfahren gemaf Anspruch 1 und einer Anordnung
nach Anspruch 9 geldst.

[0007] Vorteilhafte Ausgestaltungen der vorliegenden
Erfindung kdnnen den untergeordneten Anspriichen ent-
nommen werden.

[0008] Das erfindungsgemafie Verfahren umfasst die
Merkmale gemaR Anspruch 1. Bei dem erfindungsgema-
Ren Verfahren zur Erfassung von Bindungsereignissen
von Molekiilen an einer bioaktiven Oberflache wird in ei-
nem Schritt (I) an mindestens ein erstes Molekil, das
durch eine kovalente Bindung an einer bioaktiven Ober-
flache immobilisiert ist, mindestens ein zweites Molekiil
unter Bildung mindestens einer spezifischen nicht-kova-
lenten Bindung gebunden.

[0009] Das zweite Molekiil kann derart funktionalisiert
sein, dass es zur Anbindung/Kopplung weiterer dritter
oder vierter Molekiile fahig ist. Durch Kontaktieren mit
einer Zielstruktur (d.h. einem Analyten) enthaltenden
mobilen Phase [Schritt (li)] kénnen dann kinetische Ex-
perimente (Assoziationen und Dissoziationen) zwischen
den immobilisierten zweiten, dritten oder vierten Mole-
kiilen und den mobilen Zielstrukturen (Analyten) durch-
geflihrt werden.

[0010] In einem weiteren Schritt (II) wird die mindes-
tens eine spezifische nicht-kovalente Bindung durch Zu-
fuhrung einer Pufferlésung wieder geldst. Dabeikann un-
ter dem Losen der spezifischen nicht-kovalenten Bin-
dung eine Dissoziation des zweiten Moleklls von dem
ersten Molekll verstanden werden, wobei das kovalent
gebundene erste Molekdil an der bioaktiven Oberflache
verbleibt und das zweite Molekdul einschliefilich aller da-
ran gebundenen Molekiile von der Oberflache entfernt
werden. Im Anschluss an Schritt (Il) sind die Schritte (1)
und (Il) mit den selben zweiten und/oder dritten funktio-
nalsierten Molekllen und Analyten oder anderen zweiten
und/oder dritten funktionalsierten Molekulen und Analy-
ten mindestens einmal wieder-holbar.

[0011] Unterder bioaktiven Oberflache soll eine Ober-
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flache verstanden werden, die aufgrund ihrer Materialei-
genschaften geeignet ist und/oder derart funktionalisiert
bzw. durch chemische Modifikation funktionalisierbar ist,
dass an ihr zumindest das erste Molekil immobilisiert
werden kann.

[0012] Die bioaktive Oberflache kann daher auch auf
unterschiedlichen geometrischen Formen ausgebildet
sein. So kann die bioaktive Oberflache beispielsweise
auf daflr vorgesehene Biosensorchips oder in Bio-As-
says ausgebildet sein oder eine spharische Gestalt ha-
ben, wenn sie auf Nano-Partikeln oder Beads ausgebil-
det ist. Die bioaktive Oberflache kann also auf der Ober-
flache verschiedenartiger geometrischer Gebilde ausge-
bildet sein.

[0013] Wahrend der Schritte (I) und (Il) kann die bio-
aktive Oberflache stets mit einer Pufferlésung (Laufpuf-
fer) bedeckt sein. Im Schritt (1) kann ein Bindungspuffer
verwendet werden, der ein besonderes fiir zu bindende
Molekile bindungsfreundliches Milieu aufweist.

[0014] Zum L&sen der zwischen dem mindestens ei-
nen ersten und dem mindestens einen zweiten Molekiil
gebildeten spezifischen nicht-kovalenten Bindung, kann
die bioaktive Oberflache im Schritt (Il) mit einer Puffer-
I6sung kontaktiert werden, die mindestens ein zum L&-
sen der spezifischen nicht-kovalenten Bindung geeigne-
tes Molekil aufweist, das spezifisch an das zweite Mo-
lekiil bindet und eine Dissoziationskonstante Kp(l) zu
dem zweiten Molekil aufweist, die kleiner ist als eine
Dissoziationskonstante Kp(Il) des mindestens einen ers-
ten Molekdls zu dem mindestens einen zweiten Molekiil.
[0015] Dadurch, dass das zum L&ésen zugefiihrte Mo-
lekiil eine Dissoziationskonstante Kp(l) zu dem zweiten
Molekil aufweist, die kleiner ist als eine Dissoziations-
konstante Kp(Il) des mindestens einen ersten Molekiils
zu dem mindestens einen zweiten Molekil, ist das zu-
gefluhrte Molekil auch zum L&sen der spezifischen nicht-
kovalenten Bindung geeignet, da das zum L&sen zuge-
fuhrte Molekil eine héhere Bindungsaffinitdt zu dem
zweiten Molekil aufweist als das erste Molekil zu dem
zweiten Molekil, so dass das erste Molekiil von dem
zweiten Molekil verdrangt wird. Besonders schonend
kann das Losen erfolgen, wenn die Konzentration des
zum Abldsen geeigneten Molekiils wahrend des Kontak-
tierens mit der Pufferlésung sukzessive oder kontinuier-
lich erhéht wird. Dabei sollte zumindest eine Konzentra-
tion des zum Abldsen geeigneten Molekiils erreicht wer-
den, die der Konzentration des ersten auf der bioaktiven
Oberflache immobilisierten Molekiils entspricht.

[0016] AlternativkannerfindungsgemaR ein Lésen der
spezifischen nicht-kovalenten Bindung auch dadurch er-
reicht werden, dass die bioaktive Oberflache im Schritt
(1) mit einer Pufferlésung kontaktiert wird, die einen pH-
Wert von pH 1 bis 4, bevorzugt kleiner als pH 3 aufweist.
Ein schonendes Abldsen kann hierbei durch eine lang-
same Absenkung des pH-Wertes erreicht werden, wobei
ein pH Wert von 1 nicht unterschritten werden sollte.
[0017] Die spezifische nicht-kovalente Anbindung des
mindestens einen zweiten Molekiils an das mindestens
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eine erste Molekil kann als Immobilisierung einer aus
dem mindestens einen zweiten Molekil gebildeten sta-
tionaren Phase betrachtet werden, die im Schritt (11) auf
einfache Weise durch eine Anderung des Puffersystems
abgeldst werden kann, wahrend eine untere Phase, die
aus dem mindestens einen ersten Molekul gebildet ist,
aufgrund der kovalenten Anbindung auf der bioaktiven
Oberflache verbleibt und das zweite Molekil
einschlieRlich aller daran gebundenen Molekdle von der
Oberflache entfernt werden. Die mit dem mindestens ei-
nen zweiten Molekil gebildete stationdre Phase kann
daher als temporére stationare Phase angesehen wer-
den, wobei aufeinanderfolgende temporare stationare
Phasen aufgrund unterschiedlicher Immobilisierun-
gen/Funktionalisierungen unterschiedliche Eigenschaf-
ten aufweisen kdnnen.

[0018] Als untere Phase kann also die Phase verstan-
den werden, die mit dem mindestens einen ersten Mo-
lekil gebildet wird und dazu geeignet ist, die mit dem
mindestens einen zweiten Molekil gebildete stationare
Phase chemisch zu binden. Es kdnnen aber auch kom-
plexartig aufgebaute, an der bioaktiven Oberflache ko-
valent gebundene erste Molekdle als untere Phase ver-
wendet werden. Dies kdnnen bspw. an aktivierte Carb-
oxylgruppen gekoppelte Diaminolinker sein, die das ers-
te Molekil kovalent binden, wobei das erste Molekll eine
entsprechende Amino-Funktionalisierung aufweisen
sollte. Es ist auRerdem denkbar, dass das erste Molekdil
in einer festen oder gelartigen Matrix auf der bioaktiven
Oberflache, bspw. eines Biosensorchips immobilisiert
wird.

[0019] Nach Ablésen der mit dem mindestens einen
zweiten Molekul gebildeten stationdren Phase, kann im
Anschluss an Schritt (Il) wieder eine Anbindung einer
weiteren mit mindestens einem zweiten Molekil gebil-
deten stationaren Phase erfolgen.

[0020] Vorteilhafterweise sollte die bioaktive Oberfla-
che im Schritt (II) mit einem vorgebbaren Volumenstrom
der Pufferldsung tberstromt werden, um abgeléste zwei-
te Molekile und daran gebundener weiterer Molekiile
gezielt abflihren zu kénnen. Das Verfahren eignet sich
daher insbesondere fiir Anwendungen in Durchflusszel-
len, in denen eine Anderung von Fluidstromen auf ein-
fache Weise realisiert werden kann.

[0021] Das erfindungsgemale Verfahren eignet sich
insbesondere auch flir Hochdurchsatz-Anwendungen,
da eine Vielzahl aufeinanderfolgender Beladungen und
Ablésungen verschiedener zweiter Molekiile, d.h. ver-
schiedener temporarer stationarer Phasen ohne wesent-
liche Unterbrechungen durchgefiihrt werden kdnnen.
[0022] Zusatzlich zu der mit dem zweiten Molekil ge-
bildeten stationaren Phase kdnnen in Schritt (1) auch wei-
tere Molekile zur Immobilisierung zugefiihrt werden. So
kann in Schritt (I) auch eine Anbindung des mindestens
einen dritten, optional des mindestens einen vierten Mo-
lekils, insbesondere Uber eine kooperative Bindung, an
das mindestens eine zweite Molekil erfolgen. So kénnen
stationare Phasen mit unterschiedlichen Eigenschaften
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erhalten werden.

[0023] Vorzugsweise sollte dabei ein erstes Molekiil
eingesetzt werden, das eine Dissoziationskonstante
Kp(ll) zu dem mindestens einen zweiten Molekul auf-
weist die groRer ist als die Dissoziationskonstante Kp(lll)
von dem mindestens einen zweiten Molekil zu dem min-
destens einendritten oder vierten Molekul. Dadurch kann
gewabhrleistet werden, dass auch eine aus mehreren drit-
ten und vierten Molekilen gebildete stationdre Phase in
Schritt (II) sicher von der mit dem mindestens einen ers-
ten Molekll gebildeten unteren Phase abgel6st werden
kann, ohne dass die zweiten, dritten und/oder vierten Mo-
lekile wahrend des Eluierens, d.h. wahrend des Losens
der nicht-kovalenten spezifischen Bindung (zwischen
dem ersten und dem zweiten Molekdl) in Schritt (I1) dis-
soziieren. So kdnnen aus den zweiten, dritten und vierten
Molekilen wahrend des erstens Schrittes (I) gebildete
Komplexe im Ganzen von der unteren Phase abgeldst
und abgefiihrt werden.

[0024] Es kann auch ein erstes Molekll verwendet
werden, das eine erste einzelstrangige DNA (desoxyri-
bonucleic acid)/RNA (ribonucleic acid) oder Molekiile wie
z.B. PNA (peptide nucleic acid) oder LNA (locked nucleic
acid) enthalt oder daraus besteht, an der mindestens ein
zweites Molekdll, das eine zweite einzelstrangige DNA/
RNA oder Molekiile PNA oder LNA enthalt oder daraus
besteht, zumindest bereichsweise komplementar ge-
bunden wird. Dabei wird die stationare Phase von den
zweiten DNA/ RNA Einzelstrdngen oder den Molekulen
PNA oder LNA gebildet, die zumindest bereichswiese
unter Bildung von DNA/ RNA Doppelstrangen oder PNA
bzw. LNA Molekiilkomplexen an die immobilisierten ers-
ten DNA, RNA, PNA oder LNA hybridisieren bzw. binden.
In diesem Fall sollte eine physiologische Pufferlésung
mit einem pH-Wert von pH 6 bis pH 8 eingesetzt werden.
[0025] Firden Fall, dass als erstes Molekill eine erste
einzelstrangige DNA oder RNA und als zweites Molekil
eine zweite einzelstrangige DNA oder RNA verwendet
wird, wobei die zweiten einzelstrdngigen DNA oder RNA
als stationare Phase zumindest bereichsweise komple-
mentar an die immobilisierte kovalent gebundenen ers-
ten DNA oder RNA hybridisieren, sollte die bioaktive
Oberflache im Schritt (1) mit einer Pufferlésung kontak-
tiert werden, die einen pH-Wert kleiner als 3 aufweist,
um das Lésen der stationdren Phase zu bewirken. Bei
der Verwendung von PNA oder LNA als erste und zweite
Molekiile kann dabei gleichermalien vorgegangen wer-
den.

[0026] Infolge der pH-Wert-Anderung bei der Kontak-
tierung mit der Pufferlésung, denaturieren die Molekile
DNA/RNA, wobei die im Schritt (1) gebildeten DNA/RNA
Doppelstrange zu DNA/RNA Einzelstréngen dissoziie-
ren. Die dissoziierten Bestandteile, d.h. insbesondere die
zweiten DNA/RNA Einzelstrénge kénnen dannbeispiels-
weise mit der Strémung der Pufferlésung abgefiihrt wer-
den. Zur Regenerierung und wiederholten Anbindung an
die immobilisierten DNA/RNA Einzelstrange kann ein
Neutralisationspuffers (z.B. Phosphatpuffer pH 7,4) zu-
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gefluihrt werden, wodurch im Bereich der immobilisierten
ersten Molekile ein pH-Wert erreicht werden kann, der
dem Ausgangs-pH-Wert entspricht.

[0027] Das eingesetzte dritte Molekil kann einen Li-
ganden aufweisen oder daraus bestehen, wobei der Li-
gand bevorzugt kovalent an dem dritten Molekil gebun-
den wird oder gebunden ist. Insbesondere enthélt das
dritte Molekil einen (sog. zweiten) Ligand, der chemisch
kovalent an das dritte Molekiil gebunden ist. Besonders
bevorzugt ist der erste und/oder zweite Ligand auf der
gesamten bioaktiven Oberflache verteilt d.h. die bioakti-
ve Oberflache ist homogen mit dem ersten und/oder
zweiten Ligand belegt. Der erste und zweite Ligand kon-
nen verschieden oder identisch sein. Der Ligand
und/oder zweite Ligand kann aus einer Gruppe beste-
hend aus Proteinen, Peptiden, Lipiden, DNA, RNA, PNA,
LNA, Oligosacchariden und niedermolekularen Verbin-
dungen mit einer Molekiilmasse von <20.000 Da, bevor-
zugt < 10.000 Da, besonders bevorzugt < 3000 Da, ins-
besondere < 900 Da, sowie Kombinationen davon, aus-
gewahlt sein. Insbesondere bei der Verwendung von
DNA/RNA als erstens und zweites Molekiil, kann der Li-
gand beispielsweise in Form einer Gensonde (Nukleotid-
Sequenz) an die immobilisierte DNA/RNA hybridisieren.
Der Ligand kann aber auch in Form eines Proteins an
der DNA/RNA gekoppelt sein.

[0028] Wie vorstehend bereits beschrieben, kénnen,
insbesondere zwischen den Schritten (1) und (ll), weitere
Schritte (li), beispielsweise zum Erfassen von Ligand-
Analyt Bindungsereignissen, bevorzugt mittels Oberfla-
chenplasmonresonanz-Spektroskopie (SPR), Lichtinter-
ferenzmessung (LIM) und/oder Quarzkristall-Mikrowaa-
gen (QCM), durchgefihrt werden, ohne dass dabei die
Bindungsstabilitat der an der unteren Phase gebunde-
nen stationdren Phase beeinflusst wird. Bevorzugt wird
die bioaktive Oberflache mit einer Lésung enthaltend
mindestens ein bestimmtes, bevorzugt nur ein bestimm-
tes, Analytmolekll (z.B. ein Protein als Analytmolekdl)
kontaktiert. AnschlieBend wird durch eine analytische
Messung das Bindungsereignis von dem Analytmolekil
an die bioaktive Oberflache bestimmt. Als Bindungspart-
ner fur das Molekuil aus der L6sung kommt hierbei der
Ligand in Betracht, der an das mindestens eine zweite
Molekul gebunden ist. Enthalt das dritte Molekil eben-
falls einen (sog. zweiten) Liganden, so kommt als Bin-
dungspartner auch dieser Ligand in Betracht, wobei die
Bindung besonders stark ist, wenn beide Liganden an
der Bindung zu dem Analytmolekil beteiligt sind. Das
erste, zweite und/oder dritte Molekdl dienen lediglich als
Plattform fir den/die Liganden und sollen an der Bindung
zum Analyten nicht beteiligt sein. So kénnen mit dem
erfindungsgeméafen Verfahren gezielt und aufreversible
Art und Weise potentielle Liganden flr einen bekannten
Analyten angeboten werden und Bindungsereignisse
zwischen Analytmolekllen und Liganden gemessen
werden. Insbesondere bei der Anwendung mit und auf
Partikeln oder Beads kénnen auf ALPHA (Amplified Lu-
minescent Proximity Homogeneous Assay) basierenden
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Methoden (PerkinElmer) zur Erfassung von Protein-Pro-
tein Interaktion eingesetzt werden. Denkbar ist auler-
dem der Einsatz von fluoreszenzbasierten Partikel-Sor-
tiersystemen, wie z.B. Durchflusszytometrie bzw. FACS
(Fluorescence activated cell sorting), bei denen Mole-
kilanbindungen bzw. Molekil-Molekil Interaktionen
durch Fluoreszenz/Chemolumineszenz detektiert wer-
den koénnen. In diesem Fall kénnen weitere Schritte/In-
kubationen, beispielswiese zur Markierung mit Fluores-
zenzfarbstoffen notwendig sein.

[0029] ZurAusbildung der unteren Phase, kann die auf
Nano-Partikeln, Beads, Bioassays oder Biosensorchips
ausgebildete bioaktive Oberflache aktivierbare Carbo-
xylgruppen aufweisen, an die weitere (erste) Molekile
ankoppelbar sind.

[0030] Die erfindungsgemafle Anordnung enthalt die
Merkmale gemal Anspruch 9. Die erfindungsgemalie
Anordnung zur Erfassung von Bindungsereignissen von
Molekilen weist mindestens ein erstes Molekl auf, das
an einer bioaktiven Oberflache durch eine kovalente Bin-
dung immobilisiert ist. Die erfindungsgemale Anord-
nung weist weiterhin mindestens ein zweites Molekul auf,
das durch eine spezifische nicht-kovalente Bindung an
dem mindestens einen ersten Molekiil gebunden ist, wo-
bei die spezifische nicht-kovalente Bindung I8sbar ist.
[0031] Der entscheidende Vorteil der erfindungsge-
malen Anordnung besteht darin, dass eine mit dem
zweiten Molekil gebildete temporéare stationdre Phase
immobilisierbar ist, die nach Bedarf wieder entfernt wer-
den kann, so dass die bioaktive Oberflache fiir eine An-
bindung weiterer zweiter Molekile zur Verfligung steht.
Vorteilhafterweise wird die aus dem mindestens einen
ersten Molekil gebildete untere Phase durch das Ablo-
sen der temporaren stationaren Phase nichtin ihren Bin-
dungseigenschaften beeinflusst und kann daher nahezu
vollstdndig wiederhergestellt werden, ohne dass eine
aufwendige Praparation erforderlich ist.

[0032] Wie vorstehend bereits angefiihrt, wird unter
der bioaktiven Oberflache eine Oberflache verstanden,
die aufgrund ihrer Materialeigenschaften geeignet ist
und/oder derart funktionalisiert bzw. durch chemische
Modifikation funktionalisierbar ist, dass an ihr zumindest
das erste Molekul kovalent immobilisierbar ist. Die erfin-
dungsgemafie Anordnung eignet sich daher insbeson-
dere fur Biosensorchips, Bioassays, Nano-Partikel, Be-
ads und Bead-Schittungen (bzw. Formkoérperschittun-
gen) und insbesondere flr Durchflusszellen.

[0033] Dieerfindungsgemaflie Anordnung bzw.zumin-
dest die bioaktive Oberflache sollte mit einer physiologi-
schen Pufferlésung (pH Neutral) benetzt sein, die vor
Austrocknung schitzt. Hierzu kann die erfindungsgema-
Re Anordnung auch von einem Geh&duse umgeben sein.
[0034] An dem mindestens einen zweiten Molekil
kann vorzugsweise mindestens ein drittes und/oder vier-
tes Molekil (wobei es sich bei dem vierten Molekll um
das Analytmolekil handelt), insbesondere Uber eine ko-
operative Bindung, gebunden sein. Dadurch kann die
stationdre Phase eine Vielzahl von Ausgestaltungsfor-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

men, beispielswiese eine Immobilisierung miteinander
wechselwirkender Paare von Liganden und Analyten,
aufweisen.

[0035] DasLdsenderzwischendemmindestenseinen
ersten Molekil und dem mindestens einen zweiten Mo-
lekil gebildeten spezifischen nicht kovalenten Bindung
kann bei Kontaktierung mit einer Pufferldsung erreicht
werden, die mindestens ein zum Losen der spezifischen
nicht-kovalenten Bindung geeignetes Molekil enthalt,
das eine Dissoziationskonstante Kp(l) zu dem zweiten
Molekil aufweist, die kleiner ist als eine Dissoziations-
konstante Kp(ll) des mindestens einen ersten Molekiils
zu dem mindestens einen zweiten Molekiil.

[0036] Das erste Molekll kann eine Dissoziationskon-
stante Kp(Il) zu dem mindestens einen zweiten Molekiil
aufweisen, die groRer ist als die Dissoziationskonstante
Kp(lll) von dem mindestens einen zweiten Molekdl zu
dem mindestens einen dritten oder vierten Molekdl. Da-
durch kann eine Ablésbarkeit einer mit dem mindestens
einen zweiten und dem dritten und/oder vierten Molekiil
gebildeten stationdren Phase gewahrleistet werden, oh-
ne dass die stationare Phase selbst dissoziiert. Aus dem
mindestens einen zweiten und dem dritten und/oder vier-
ten Molekil gebildete Komplexe bleiben somitauch nach
dem Abldsen der stationaren Phase erhalten und werden
somit von der Oberflache entfernt.

[0037] In einer weiteren vorteilhaften Ausfihrungs-
form der erfindungsgemafen Anordnung kann das erste
Molekil auch mindestens eine erste einzelstrangige
DNA/RNA bzw. PNA oder LNA enthalten oder daraus
gebildet sein, an der ein eine zweite einzelstrangige
DNA/RNA bzw. PNA oder LNA enthaltendes oder daraus
bestehendes zweites Molekiil zumindest bereichsweise
komplementar gebunden ist. In diesem Fall bildet die
zweite DNA/RNA bzw. PNA oder LNA die abldsbare sta-
tionare Phase, wobei die zwischen der ersten DNA/RNA
bzw. PNA oder LNA und der zweiten DNA/RNA bzw.
PNA oder LNA gebildeten spezifischen nicht-kovalenten
Bindungen bei Kontaktierung mit einer Pufferlésung 16s-
bar sind, die einen pH-Wert aufweist der kleiner ist als
pH 3.

[0038] ZurBestimmungvon Bindungsereignissen zwi-
schen Liganden und Analyten (Zielstrukturen), kann die
stationare Phase mit einer mobilenfliissigen Phase tiber-
stromt oder kontaktiert sein, in der die Analyten vorhan-
den sind. Neben dem mindestens einen zweiten Molekil
kann das mindestens eine dritte Molekil einen Liganden
aufweisen oder daraus bestehen, wobei der Ligand be-
vorzugt kovalent an dem dritten Molekil gebunden ist.
Besonders bevorzugt ist der erste und/oder zweite Li-
gand aufder gesamten bioaktiven Oberflache verteiltd.h.
die bioaktive Oberflache ist homogen mit dem ersten
und/oder zweiten Ligand belegt. Bei den Liganden kann
es sich beispielsweise um Proteine, Peptide, Lipide, DNA
PNA, LNA und/oder RNA, Oligosaccharide, niedermole-
kulare Verbindungen (small molecules) mit einer Mole-
kiilmasse von < 20.000 Da, bevorzugt < 10.000 Da, be-
sonders bevorzugt < 3000 Da, insbesondere < 900 Da,
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sowie Kombinationen davon, handeln. Wahrend des
Uberstromens/Kontaktierens mit der mobilen Phase kén-
nen die darin enthaltenden Analyten (Zielstrukturen) mit
den immobilisierten Liganden wechselwirken.

[0039] In einerweiteren Ausfliihrungsform kann die un-
tere Phase der erfindungsgeméafien Anordnung weitere
kovalentgebundene, zur Immobilisierung des ersten Mo-
lekils geeignete Molekile oder aus Molekiilen gebildete
Komplexe aufweisen. Bei diesen Molekllen kann es sich
um Molekile handeln, die eine Carboxylgruppe aufwei-
sen.

[0040] Die erfindungsgemafle Anordnung eignet sich
generell zur analytischen Erfassung von Bindungsereig-
nissen von Molekiilen (z.B. von auf der Anordnung im-
mobilisierten Liganden und bestimmten Analytmoleki-
len), insbesondere fiir Hochdurchsatz-Anwendungen in
Durchflusszellen und fir Messungen mittels Oberfla-
chen-Plasmon-Resonanz (SPR), Lichtinterferenzmes-
sung (LIM) und/oder Uber Quarzkristallmikrowaage
(QCM). Es kdnnen mit der Anordnung selekiv Bindungs-
ereignisse von bestimmten Analytmolekulen aus einer
Lésung an die bioaktive Oberflaiche der Anordnung er-
fasst werden. Als Bindungspartner fur das Analytmolekl
aus der Lésung kommt hierbei der Ligand in Betracht,
den das mindestens eine zweite Molekl enthélt. Weist
das dritte Mokekll ebenfalls einen Liganden auf, so
kommt als Bindungspartner auch dieser Ligand in Be-
tracht, wobei die Bindung besonders stark ist, wenn bei-
de Liganden an der Bindung zu dem Analytmolekil be-
teiligt sind. Das erste, zweite und/oder dritte Molekiil die-
nen lediglich als Plattform fir den/die Liganden und sol-
len an der Bindung zum Analyten nicht beteiligt sein. So
kénnen mit der erfindungsgeméafien Anordnung gezielt
und auf reversible Art und Weise potentielle Liganden
fur einen bekannten Analyten angeboten werden und
Bindungsereignisse zwischen Analytmolekilen und Li-
ganden gemessen werden. Zur Erfassung von Molekiil-
Molekiil Interaktionen kann die erfindungsgemafie An-
ordnung, insbesondere bei der Anwendung mit oder an
Partikeln oder Beads, auch fiir Messverfahren/Nach-
weisverfahren eingesetzt werden, die auf dem Prinzip
der fluoreszenzaktivierten Partikelsortierung, wie z.B.
FACS (Fluorescence activated cell sorting) Durchfluss-
zytometrie basieren. Es versteht sich, dass in diesem
Fall geeignete Fluoreszenzmarker (Markierungen) zum
Einsatz kommen, die spezifisch an mindestens ein auf
der bioaktiven Oberflache gebundenes oder immobili-
siertes Molekdl binden.

[0041] Eine weitere Anwendung findet die erfindungs-
gemale Anordnung in Verbindung mit auf ALPHA.
[0042] Nachfolgend werden die vorliegende Erfindung
und ihre vorteilhaften Ausgestaltungen anhand von Aus-
fuhrungsbeispielen beschrieben.

[0043] Es zeigt:
Figur 1: eine Beladung und Regenerierung ei-
nes Biosensorchips,
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Figur 2a eine Beispiel einer reversible Hybridi-
sierung von DNA-Einzelstrangen
(A’;A) anhand eines QCM-Signal-Dia-
gramms

Figuren 2b-2c  Beispielexperimente zur Erfassung
von Bindungsereignissen (Assoziation
und Dissoziation) zwischen immobili-
sierten und mobilen Molekilen anhand

von QCM-Signal-Diagrammen

Figur 3 eine schematische Darstellung des er-
findungsgemaRen Verfahrensprinzips
anhand eines Ausfliihrungsbeispiels

[0044] Die Figur 1 zeigt eine Beladung und Regene-

rierung eines Biosensorchips, bei dem der Biosensorchip
im Ausgangszustand A eine Immobilisierung kovalent
gebundener DNA Einzelstrange 3 als erstes Molekil auf-
weist. Dabei sind die DNA Einzelstrange 3 auf der bio-
aktiven Oberflache 1 an kovalent gebundene Komplexe
2 kovalent immobilisiert. Mit dem Bezugszeichen 8 ist
eine untere Phase gekennzeichnet, die zumindest aus
den Komplexen 2 mit den daran kovalent gebundenen
DNA Einzelstrangen 3 gebildet ist. In Schritt (1) des Ver-
fahrens wird die untere Phase 8 mit einer Pufferldésung
kontaktiert, in der zweite DNA Einzelstréange 4 als zweites
Molekdl enthalten sind. Dabei weisen die zweiten DNA
Einzelstrange 4 kovalent gekoppelte Liganden 6 auf.
Wahrend der Kontaktierung hybridisieren die zweiten
DNA Einzelstrdange 4 komplementar, d.h. spezifisch
nicht-kovalent an die immobilisierten DNA Einzelstrange
3 unter Bildung von DNA Doppelstréangen. Mit dem Be-
zugszeichen 7 ist dabei der Bereich dargestellt, der die
obere stationdre Phase bildet.

[0045] Im Verfahrensschritt (li) wird die stationdre Pha-
se 7 durch Uberstrdmen mit einer mobilen Phase kon-
taktiert, wobei in der mobilen Phase vorhandene Struk-
turen 9 (Analyten) an den Liganden 6 assoziieren kon-
nen. Wahrend des Verfahrensschritts (li) kann die Asso-
ziation und Dissoziation beispielsweise mittels Quarz-
kristall-Mikrowaagen ermittelt werden.

[0046] ZurRegeneration (Ablésendertemporaren sta-
tiondren Phase, Bezugszeichen 7) wird die bioaktive
Oberflache 1 in Schritt (1) mit einer Pufferlésung durch
Uberstrdmen mit einer vorgebbaren Strémungsge-
schwindigkeit kontaktiert, wobei die Pufferlésung an-
fanglich einen pH Wert aufweist, der im Bereich von pH
8 bis pH 6 liegt und wahrend des Kontaktierens bis zum
Erreichen eines pH-Werts kleiner als 3 langsam verrin-
gert wird.

[0047] Infolge der pH-Wert Anderung wéhrend der
Kontaktierung mit der Pufferlésung denaturieren die aus
den DNA Einzelstrdngen 3 und 4 gebildeten Doppel-
strange, wobei die zweiten DNA Einzelstrdnge 4 von den
ersten immobilisierten DNA Einzelstrangen 3 dissoziie-
ren. Dabei wird die stationadre Phase 7 gelést und mit der
Stromung der Pufferlésung abgefiihrt. AbschlieRend
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wird ein Neutralisationspuffer oder Laufpuffer zugefuhrt,
der einen physiologischen pH-Wert im Bereich von pH 6
bis pH 7 aufweist, wobei die immobilisierten DNA Einzel-
strange 3 renaturieren kénnen.

[0048] In Figur 2a ist eine, wie vorstehend beschrie-
bene Hybridisierung von zwei DNA-Einzelstrdngen
(A’;A) anhand eines QCM-Signal-Diagramms nachvoll-
ziehbar, wobei in einer mobilen Phase (Hybridisierungs-
puffer) vorliegende DNA-Einzelstrédnge A, die eine Kon-
jugation mit Cyclosporin A (CsA) aufweisen, an immobi-
lisierte DNA-Einstréange A’ hybridisieren. Zum Losen des
durch die Hybridisierung immobilisierten zweiten Mole-
kils, d.h. der CsA-konjugierten DNA A, kann 2,5 mM HCI
eingesetzt werden, mit der die Oberflache des Sensor-
chips flir 120 s Uberstrdmt bzw. inkubiert wird. Wie dem
Diagramm der Figur 5a weiterhin zu entnehmen ist, zei-
gen Hybridisierungszyklen, d.h. wiederholte DNA-Kopp-
lungen an die immobilisierten DNA-Einzelstrange A’ 51,
52, und 53 korrespondierende QCM-Signale.

[0049] Mit den Figuren 2b bis 2d sind kinetische Ex-
perimente zur Bestimmung der Bindungsvorgange (As-
soziation und Dissoziation) zwischen den wie in Fig. 2a
beschriebenen immobilisierten CsA Molekilen und Cy-
clophilin A (CypA, Fig. 2b) sowie die Varianten Cyclophi-
lin A mutant (CypA mutant, Fig. 2c) und Cyclophilin 40
(Cyp40,Fig. 2d) anhand von QCM-Signal-Diagrammen
dargestellt.

[0050] Zun&chst wird der wie in Fig. 2a beschriebene
QCM-Chip, auf dem die an DNA A gekoppelten CsA Mo-
lekile immobilisiert sind, mit Protein-Bindungs-Puffer (10
mM HEPS, 150 mM NaCl, 0.05 % Tween 20, 1 uM BSA
(bovines Serumalbumin), pH 7.4) gewaschen, wobei
dem Protein-Bindungs-Puffer dabei jeweils Cyclophilin
A (CypA, Fig. 2b), Cyclophilin A mutant (CypA mutant,
Fig. 2c) und Cyclophilin 40 (Cyp40,Fig. 2d) in verschie-
denen Konzentrationen zugegeben werden. Die entspre-
chenden Cyclophilin-Molekiilkonzentrationen &uf3ern
sich in starkeren QCM-Signalen, wie den Diagrammen
der Figuren 2b bis 2d zu entnehmen ist. Die Injektionen
(Kontaktierungen) der verschiedenen Molekiilkonzent-
rationen des Cyclophilins A (CypA, Fig. 2b), Cyclophilins
A mutant (CypA mutant, Fig. 2¢) und Cyclophilins 40
(Cyp40, Fig. 2d) erfolgten jeweils bei einem Volumen-
strom von 25u./min bei 22°C fiir eine Injektionsdauer von
84 s.

[0051] Figur 2b zeigt die Anbindung und Dissoziation
von CypA an dem QCM-Sensorchip im neunten Hybri-
disierungs- bzw. De-Hybridisierungszyklus. Dabei wurde
CypAinfolgenden Konzentrationen eingesetzt: 6.25 nM,
12.5nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, und 200 nM. Nach Mes-
sung des QCM-Signals erfolgte jeweils eine Reinigung
des Sensorchips durch Uberstrémen mit 1% Natriumlau-
rylsulfat-Puffer (SDS) fur 120 s.

[0052] Figur 2c zeigt die Anbindung und Dissoziation
von CypA mutant an dem QCM-Sensorchip, wobei das
CypA mutantin den Konzentrationen 31.25nM, 62.5 nM,
125 nM, 250 nM, 500 nM, und 1000 nM zugefiihrt wurde.
[0053] Figur 2d zeigt die Anbindung und Dissoziation
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von Cyp40 an dem QCM-Sensorchip, wobei das Cyp40
in den Konzentrationen 31.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250
nM, 500 nM, und 1000 nM zugeflihrt wurde.

[0054] Bei keinem der in den Figuren 2b bis 2d ver-
wendeten erfindungsgemaRen QCM-Sensorchips konn-
te wahrend der Durchfiihrung der Anbindungsexperi-
mente (2b bis 2d) eine De-Hybridisierung der DNA Dop-
pelhelix (A’;A) infolge des Waschvorgangs mit der 1 %
SDS-Pufferldsung festgestellt werden. Das Ldsen bzw.
die De-Hybridisierung des CsA gekoppelten DNA-
Strangs A kann nur durch pH-Senkung erreicht werden.
[0055] DieFigur3zeigteine schematische Darstellung
eines erfindungsgemafen Verfahrensprinzips zur Erfas-
sung von Bindungsereignissen von Molekilen an einer
bioaktiven Oberflache eines Biosensorchips, wobei mit
den Pfeilen der Verfahrensfortschritt angedeutet ist. Im
Ausgangszustand A ist die bioaktive Oberfliche 1 des
Biosensorchips vollstandig von einem Bindungspuffer
bedeckt und weist eine Immobilisierung mindestens ei-
nes ersten Moleklls 3 auf, bei dem es sich um einzel-
strangige DNA handelt, die chemisch kovalent an den
Chip 1 gebunden ist. Diese chemisch kovalente Immo-
bilisierung kann beispielsweise dadurch erreicht werden,
indem ein Chip mit freien Carboxylgruppen mit einzel-
strangiger DNA, die freie Aminogruppen aufweist
(NH5-ssDNA) in Gegenwart von EDC/sNHS zur Reaktion
gebracht wird. In analoger Weise kann ein beliebiger Li-
gand 6a, 6b, der eine freie Carboxylgruppe aufweist, mit
einer NH,-ssDNA 4, 5 und EDC/sNHS zur Reaktion ge-
bracht werden. Dadurch kénnen erfindungsgemalie
zweite Molekile 4 und/oder dritte Molekiile 5 generiert
werden, die chemisch kovalent einen Liganden 6a, 6b
gebunden haben.

[0056] In einem Schritt (I) wird an dem mindestens ei-
nen ersten Molekl 3 zunachst ein zweites Molekdl 4, bei
dem es sich vorliegend um einzelstrangige DNA handelt,
unter Bildung mindestens einer spezifischen nicht-kova-
lenten Bindung (Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den Nukleotidbasen) gebunden (Hybridisierung).
Das zweite Molekdl 4 weist eine (z.B. chemisch kovalen-
te) Bindung an einen Liganden 6a auf. Zusatzlich kann
in Schritt (I) auch ein drittes Molekil 5 an das zweite
Molekul 4 gebunden werden. Das dritte Molekil weist
eine (z.B. chemisch kovalente) Bindung an einen (sog.
zweiten) Liganden 6b auf, wobei die beiden Liganden
6a, 6b in diesem Beispiel verschieden sind.

[0057] Im Verfahrensschritt (li) werden die Molekiile
mit Liganden durch Uberstrémen mit einer mobilen Pha-
se kontaktiert, wobei in der mobilen Phase vorhandene
Molekile 9 (z.B. ein bestimmtes Protein als Analyt) an
die Liganden 6a, 6b assoziieren kdnnen. Wahrend des
Verfahrensschritts (li) kann die Assoziation und Dissozi-
ation zwischen den immobilisierten Liganden 6a, 6b und
den Strukturen 9 analytisch ermittelt werden, beispiels-
weise mittels Oberflachenplasmonresonanz-Spektros-
kopie.

[0058] Im Schritt (II) wird die bioaktive Oberflache 1
mit einer Pufferldésung mit einem pH-Wert kleiner als 3
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durch Uberstrdmen mit einem vorgebbaren Volumen-
strom kontaktiert (nicht gezeigt). Durch den niedrigen pH-
Wert wird die Hybridisierung der einzelstrangigen DNAs
aufgeldst (Dissoziation) und das auf der Oberflache 1
des Biochip chemisch kovalent immobilisierte erste Mo-
lekul 3 bleibt zurlck d.h. der Biochip ist regeneriert und
fur eine erneute Assemblierung mit zweiten und optional
dritten Molekilen bereit. Folglich ist das gesamte Ver-
fahren reversibel, sodass der Biochip viele Male hinter-
einander fir Messungen eingesetzt werden kann.
[0059] Im Anschluss an Schritt (Il) kann die bioaktive
Oberflache 1 mit einem Laufpuffer (vorzugsweise Phos-
phatpuffer PBS mit pH 7) gespuilt werden, um den pH-
Wert von pH 3 auf einen neutralen pH-Wert einzustellen.
[0060] Die Figur?2zeigteine schematische Darstellung
eines Ausflihrungsbeispiels des erfindungsgemalen
Verfahrens anhand einer Beladung und Regenerierung
eines Biosensorchips, bei dem der Biosensorchip im
Ausgangszustand A eine Immobilisierung kovalent ge-
bundener DNA Einzelstrénge 3 als erstes Molekul auf-
weist. Dabei sind die DNA Einzelstrange 3 auf der bio-
aktiven Oberflache 1 an kovalent gebundene Komplexe
2 kovalent immobilisiert. Mit dem Bezugszeichen 8 ist
eine untere Phase gekennzeichnet, die zumindest aus
den Komplexen 2 mit den daran kovalent gebundenen
DNA Einzelstrangen 3 gebildet ist. In Schritt (1) des Ver-
fahrens wird die untere Phase 8 mit einer Pufferlésung
kontaktiert, in der zweite DNA Einzelstrange 4 als zweites
Molekil enthalten sind. Dabei weisen die zweiten DNA
Einzelstrange 4 kovalent gekoppelte Liganden 6 auf.
Wahrend der Kontaktierung hybridisieren die zweiten
DNA Einzelstrdnge 4 komplementar, d.h. spezifisch
nicht-kovalent an die immobilisierten DNA Einzelstrange
3 unter Bildung von DNA Doppelstrangen. Mit dem Be-
zugszeichen 7 ist dabei der Bereich dargestellt, der die
obere stationare Phase bildet.

[0061] Im Verfahrensschritt(li) wird die stationdre Pha-
se 7 durch Uberstrémen mit einer mobilen Phase kon-
taktiert, wobei in der mobilen Phase vorhandene Struk-
turen 9 (Analyten) an den Liganden 6 assoziieren kon-
nen. Wahrend des Verfahrensschritts (li) kann die Asso-
ziation und Dissoziation beispielsweise mittels Quarz-
kristall-Mikrowaagen ermittelt werden.

[0062] ZurRegeneration (Ablésen dertemporaren sta-
tiondren Phase, Bezugszeichen 7) wird die bioaktive
Oberflache 1 in Schritt (I) mit einer Pufferlésung durch
Uberstrémen mit einer vorgebbaren Strémungsge-
schwindigkeit kontaktiert, wobei die Pufferlésung an-
fanglich einen pH Wert aufweist, der im Bereich von pH
8 bis pH 6 liegt und wahrend des Kontaktierens bis zum
Erreichen eines pH-Werts kleiner als 3 langsam verrin-
gert wird.

[0063] Infolge der pH-Wert Anderung wahrend der
Kontaktierung mit der Pufferlésung denaturieren die aus
den DNA Einzelstrdngen 3 und 4 gebildeten Doppel-
strange, wobei die zweiten DNA Einzelstrange 4 von den
ersten immobilisierten DNA Einzelstrangen 3 dissoziie-
ren. Dabei wird die stationare Phase 7 gelést und mit der
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Stromung der Pufferlésung abgefiihrt. AbschlieRend
wird ein Neutralisationspuffer oder Laufpuffer zugefiihrt,
der einen physiologischen pH-Wert im Bereich von pH 6
bis pH 7 aufweist, wobei die immobilisierten DNA Einzel-
strange 3 renaturieren kénnen.

[0064] Die Figur 3 zeigt ein Ausfihrungsbeispiel der
erfindungsgeméafen Anordnung zur Erfassung von Bin-
dungsereignissen von Molekilen, mit mindestens einem
ersten MolekUl 3, das an einer bioaktiven Oberflache 1
durch eine kovalente Bindung 20 immobilisiert ist. Dabei
bildet das kovalent gebundene erste Molekiil 3 eine un-
tere Phase 8. Weiterhin ist mit dem Bezugszeichen 4 ein
zweites Molekul gezeigt, das durch eine spezifische
nicht-kovalente Bindung an dem mindestens einen ers-
ten Molekil 3 gebunden ist. Bei dem ersten Molekdl 3
handelt es sich im vorliegenden Beispiel um das Biotin-
Derivat Desthiobiotin und bei dem zweiten Molekil 4 um
Streptavidin, wobei das Desthiobiotin 3 zu dem Strepta-
vidin 4 eine Dissoziationskonstante Ky im Bereich von
106 M bis 10710 M aufweist.

[0065] An dem Streptavidin 4, das eine geschlossene
Schicht bildet, sind weitere dritte Molekiile 5 gebunden,
die eine Kopplung eines Liganden 6 aufweisen. Im vor-
liegenden Beispiel handelt es sich bei den Molekilen 5
um Biotin-Molekile, an denen die Liganden 6 kovalent
gebunden sind.

[0066] Die mitdem Streptavidin 4 und dem biotinylier-
ten (Biotin-Molekule enthaltende) Liganden 5/6 gebildete
obere stationdre Phase 7 kann durch das Lésen der spe-
zifischen nicht-kovalenten Bindung zwischen dem De-
sthiobiotin 3 und dem Streptavidin 4 von der bioaktiven
Oberflache 1 geldst werden.

[0067] Die zwischen dem Desthiobiotin 3 und dem
Streptavidin 4 gebildete spezifische nicht-kovalente Bin-
dung wird geldst, in dem die bioaktive Oberflache 1 mit
einer Pufferlésung kontaktiert wird, die freie ungebunde-
ne Biotin-Molekile enthalt. Die Dissoziationskonstante
von Biotin und dem Streptavidin 4 liegt unterhalb von
10-14 M, so dass die freien Biotin-Molekiile eine starkere
Affinitat zur spezifischen Bindung von Streptavidin ha-
ben, als das Desthiobiotin 3. Folglich verdrangen die zu-
gefluihrten Biotin-Molekiile das Desthiobiotin 3 von den
Bindungsstellen des Streptavidins 4, wobei die obere sta-
tionare Phase 7 von der unteren Phase 8 geldst wird. Je
nach Messmethode (bspw. SPR, LIM oder QCM) kann
die erfindungsgemafie Anordnung entsprechend ausge-
bildet sein. So kommt die erfindungsgemafie Anordnung
bspw. in Verbindung mit SPR- LIM- oder QCM-Sensor-
chips oder -bioassays in Frage. Ist die erfindungsgema-
Re Anordnung auf und/oder mit Nano-Partikeln oder Be-
ads realisiert, sind zusatzlich zu den genannten Verfah-
ren SPR, QCM oder LIM (Lichtinterferenzmessung) auch
andere Messverfahren/Nachweisverfahren denkbar, die
auf dem Prinzip der fluoreszenzaktivierten Partikelsor-
tierung basieren. Es versteht sich, dass in diesem Fall
geeignete Fluoreszenzmarker (Markierungen) zum Ein-
satz kommen, die spezifisch an mindestens ein auf der
bioaktiven Oberflache gebundenes oder immobilisiertes



15 EP 3 017 064 B1 16

Molekdl binden.

[0068] Nachfolgend wird die Herstellung bzw. Bereit-
stellung von Amino-PEG-Desthiobiotin, das sich wegen
seiner Amino-Funktionalisierung und PEG(Polyethylen-
glycol)ylierung insbesondere zur Anbindung an immobi-
lisierte Diamino-Linker und somit zur Bildung der unteren
Phase (Figur 1 Bezugszeichen 8) eignet, an einem Bei-
spiel naher erlautert.

[0069] Zur Herstellung von Amino-PEG-Desthiobiotin
werden zunachst 107.5 mg Desthiobiotin mit 500 mg 0-
Bis-(Aminoethyl)ethylen-Glykol-Trityl-Harz, unter Ver-
wendung von 165 pl N-methylmorpholin und 170 mg
HBTU (Peptid-Bindungs-Reagenz) in 2 ml Dimethyl-
formamid (DMF) zusammen gebracht und fiir 30 min ge-
schittelt. AnschlieRend wird das Harz mit DMF und Di-
chlormethan (DCM) gewaschen. Zur Abtrennung wird
das Harz fir 20 min mit 3 ml einer Inkubationslésung,
bestehend aus 3 ml DCM und 2 % Trifluoressigsaure
(TFA), inkubiert. Nachfolgend wird das Harz zweimal mit
jeweils 1 ml der Inkubationslésung gewaschen. Im
nachsten Schritt erfolgt eine Ausfallung des abgetrenn-
ten Produkts mit bzw. in 30 ml Diethylether sowie die
Filterung des Prazipitats mit einem 0,22 pum Filter. An-
schlieend wird das Retentat in Wasser gel6st und via
RP-HPLC aufgereinigt. Hierzu kann beispielsweise eine
RP-HPLC ProStar, Agilent Technologies, Santa Clara,
Unites States verwendet werden, die mit einer C18 Séaule
von AXIA 100A, bead size 10pm, 250x30 mm, Pheno-
menex, Torrance, Unites States, ausgestattet ist, wobei
die Saule fur 50 min mit einem linearen Gradienten be-
ginnend bei 5 % bis 95 % eluiert wird. Der Gradient wird
durch zwei Lésungen A und B bereitgestellt, von denen
die Lésung A 99.9 % Wasser und 0.1 % TFA und die
Lésung B 94.9 % Acetonitril, 5 % Wasser und 0.1 % TFA
enthalt. Zur Bestimmung der gesuchten Fraktion des
Amino-PEG-Desthiobiotins kann beispielsweise ESI-MS
eingesetzt werden. Die Fraktion des Amino-PEG-Desthi-
obiotins kann als Lyophilisat in einem Ol aufgenommen
werden.

[0070] Nachfolgend wird an einem weiteren Beispiel
dargestellt, wie das Amino-PEG-Desthiobiotin als erstes
Molekiil 3 zur Bildung der unteren Phase der erfindungs-
gemalen Anordnung insbesondere zur Ausbildung der
bioaktiven Oberflache eingesetzt werden kann bzw. ein-
setzbar ist. Als Basis dient dabei eine bioaktive Oberfla-
che eines Carboxyl-Sensor-Chips.

[0071] Zun&chstwird ein Carboxyl-Sensor-Chip (Sen-
sorchip dessen Oberflaiche mit Carboxylgruppen bela-
den ist) mit 10 wm/min Laufpuffer (1-fach PBS, pH 7,4)
aquilibriert. AnschlieBend erfolgt eine Inkubation des
Sensorchips fiir 300 s mit einer L6sung bestehend aus
0.2 M 1-Ethyl-3-[3 dimethylaminopropyl]Carbodiimid-
Hydrochlorid (EDC) und 0.05 M N-hydroxysulfosuccini-
mid (sulfo-NHS). Bei der Inkubation des Sensorchips
werden die Carboxylgruppen derart funktionalisiert, dass
sie zur Bindung bzw. Kopplung des Amino-PEG-Desthi-
obiotins fahig sind. Entsprechend wird die Oberflache
des Sensorchips in einer weiteren Inkubation fiir 300 s

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

10

dem Amino-funktionalisierten PEGylierten Desthiobiotin
(2 ul Ol des Amino-PEG-Desthiobiotins in 300 ! 10 mM
Acetatpuffer, pH 4.75) ausgesetzt. Nach der Inkubation
werden die verbleibenden aktivierten Carboxylgruppen
mit 1 M (pH 8) Ethanolamin geblockt. AbschlieRend wird
der Sensorchip mit 25 pl/min Laufpuffer aquilibriert. Das
Ergebnis entspricht einem wie in Figur 1 im Zustand A
gekennzeichneten Biosensorchip, auf dessen Oberfla-
che 1 die untere Phase 8 gebildet ist, wobei das Bezugs-
zeichen 3 das Amino-PEG-Desthiobiotin darstellt. Die so
funktionalisierte Oberflache 1 des Sensorchips istzur re-
versiblen Anbindung weiterer zweiter Moleklle 4, vor-
zugsweise Streptavidin geeignet.

[0072] In Figur 4 ist die reversible Anbindung des
Streptavidins an einem mit Amino-PEG-Desthiobiotin
funktionaliserten Sensorchip anhand eines QCM-Dia-
gramms beispielhaft dargestellt. Es handelt sich dabei
folglich um eine Anwendung der erfindungsgemafen
Vorrichtung mit einem QCM-Sensorchip. Nach Aquilib-
rierung mit 25 l/min Laufpuffer wird der mit Amino-PEG-
Desthiobiotin funktionalisierte Sensorchip flir 300 s mit
Streptavidin kontaktiert. In Figur 4 sind diese 300 s mit
dem Abschnitt zwischen den Bezugszeichen 41 und 42
dargestellt. Die Kontaktierung mit Streptavidin erzeugt
dabei ein starkes QCM-Signal (Y-Achse in Hz).

[0073] Nach der Kontaktierung mit Streptavidin wird
die bioaktive Oberflache des Sensorchips mit Laufpuffer
aquilibriert, wobei ungebundenes Streptavidin mit dem
Flussigkeitsstrom des Laufpuffers abgefiihrt wird. Die
Aquilibierung wird beendet, wenn sich das QCM-Signal
im Wesentlichen nicht mehr &ndert, so dass davon aus-
gegangen werden kann, dass auf der Oberflache des
Sensorchips ausschlieRlich an das Amino-PEG-Desthi-
obiotin gebundene Streptavidinmolekiile verblieben
sind. Im vorliegenden Fall wurde die Aquilibrierung mit
dem Laufpuffer nach ca. 51 min beendet (Bezugszeichen
43), da ein konstantes QCM-Signal gemessen werden
konnte. An der mit dem Bezugszeichen 43 gekennzeich-
neten Position ist der Sensorchip bzw. die Oberflache
des Sensorchips geeignet, weitere dritte, insbesondere
biotinylierte Molekiile bzw. Liganden zu binden. Fur sol-
che kinetischen Experimente (Assoziation und Dissozi-
ation von Liganden und ihren Analyten) kann das Strep-
tavidin auch zuvor, d.h. vor der Anbindung an den Sen-
sorchip mit biotinylierten chem. Verbindungen bzw. bio-
tinylierten Komponenten (dritten Liganden/Molekilen)
im Verhaltnis 2:1 (Komponente zu Streptavidin) inkubiert
werden.

[0074] Im nachfolgenden Schritt (II) erfolgt die Rege-
neration der bioaktiven Oberflache, wobei unter Rege-
neration das Losen des zweiten Moleklils, d.h. das Losen
des Streptavidins verstanden wird. Zum Ablésen (Disso-
ziation) des Streptavidins wird die bioaktive Oberflache
des Sensorchips dreimal fiir jeweils 300 s mit 1 mg/ml
Biotin in PBS kontaktiert, wobei jeweils ein Volumen-
strom von 25pl/min eingehalten wird, so dass abgeloste
Molekile abgefiihrt werden kénnen. Der Vorgang des
Ablésens kann anhand der mit den Bezugszeichen
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43-44, 44-45, 45-46 bezeichneten Abschnitte nachvoll-
zogen werden, wobei das QCM-Signal stetig kleiner wird.
Nach dem Ablésen erfolgt eine weitere Beladung mit
Streptavidin, wobei die bioaktive Oberflache des Sensor-
chips ein weiteres Mal fiir 300 s mit Streptavidin kontak-
tiert wird. Die erneute Beladung kann anhand des im Ab-
schnitt 46-47 sprunghaft ansteigenden QCM-Signals
nachvollzogen werden. Nach der Kontaktierung mit
Streptavidin wird die Oberflache des Sensorchips mit
Laufpuffer aquilibriert, um unspezifisch gebundenes
bzw. ungebundenes Streptavidin mitdem Volumenstrom
des Laufpuffers abzufiihren. Wie mit dem Bezugszei-
chen 48 dargestellt, wird auch bei wiederholter Strepta-
vidin Beladung eine Streptavidinanbindung erreicht, die
der zuvor vorgenommenen Streptavidinanbindung an
Position 43 entspricht.

[0075] Das erfindungsgemaRe Verfahren wird nach-
folgend an einem weiteren Ausfiihrungsbeispiel anhand
eines QCM-DNA-Chips (Attana A200® System) erl3u-
tert.

[0076] In einem ersten Schritt wird der QCM-Chip, auf
dem als erstes Molekil DNA Einzelstrange A’ immobili-
siert sind, mit einem Laufpuffer pH 7,4 bestehend aus 10
mM HEPS (Puffersubstanz), 150 mM NaCl und 0,05 %
TWEEN 20 gespiilt bzw. gewaschen. Nachfolgend wer-
den 1M in Hybridisierungspuffer vorliegende (komple-
mentdre) DNA Einzelstrange A, die mit organischen Mo-
lekilen (Liganden z.B. Cyclosporin A) konjugiert (kova-
lent gebunden) sind, mit der Substratoberflache, d.h. mit
den DNA Einzelstrangen A’ kontaktiert. Der hierzu ver-
wendete Hybridisierungspuffer weist pH 7.4 aufund kann
beispielsweise 10 mM HEPS sowie 150 mM NacCl ent-
halten.

[0077] In Figur 5a ist eine, wie vorstehend beschrie-
bene Hybridisierung von zwei DNA-Einzelstrdngen
(A’;A) anhand eines QCM-Signal-Diagramms nachvoll-
ziehbar, wobei in einer mobilen Phase (Hybridisierungs-
puffer) vorliegende DNA-Einzelstrédnge A, die eine Kon-
jugation mit Cyclosporin A (CsA) aufweisen, an immobi-
lisierte DNA-Einstréange A’ hybridisieren. Zum Losen des
durch die Hybridisierung immobilisierten zweiten Mole-
kils, d.h. der CsA-konjugierten DNA A, kann 2,5 mM HCI
eingesetzt werden, mit der die Oberflache des Sensor-
chips flir 120 s Uberstrédmt bzw. inkubiert wird. Wie dem
Diagramm der Figur 5a weiterhin zu entnehmen ist, zei-
gen Hybridisierungszyklen, d.h. wiederholte DNA-Kopp-
lungen an die immobilisierten DNA-Einzelstrange A’ 51,
52, und 53 korrespondierende QCM-Signale.

[0078] Mit den Figuren 5b bis 5d sind kinetische Ex-
perimente zur Bestimmung der Bindungsvorgange (As-
soziation und Dissoziation) zwischen den wie in Fig. 5a
beschriebenen immobilisierten CsA Molekilen und Cy-
clophilin A (CypA, Fig. 5b) sowie die Varianten Cyclophi-
lin A mutant (CypA mutant, Fig. 5c) und Cyclophilin 40
(Cyp40,Fig. 5d) anhand von QCM-Signal-Diagrammen
dargestellt.

[0079] Zun&chst wird der wie in Fig.5a beschriebene
QCM-Chip, auf dem die an DNA A gekoppelten CsA Mo-
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lekiile immobilisiert sind, mit Protein-Bindungs-Puffer (10
mM HEPS, 150 mM NacCl, 0.05 % Tween 20, 1 M BSA
(bovines Serumalbumin), pH 7.4) gewaschen, wobei
dem Protein-Bindungs-Puffer dabei jeweils Cyclophilin
A (CypA, Fig. 5b), Cyclophilin A mutant (CypA mutant,
Fig. 5¢) und Cyclophilin 40 (Cyp40,Fig. 5d) in verschie-
denen Konzentrationen zugegeben werden. Die entspre-
chenden Cyclophilin-Molekiilkonzentrationen &ufern
sich in starkeren QCM-Signalen, wie den Diagrammen
der Figuren 5b bis 5d zu entnehmen ist. Die Injektionen
(Kontaktierungen) der verschiedenen Molekilkonzent-
rationen des Cyclophilins A (CypA, Fig. 5b), Cyclophilins
A mutant (CypA mutant, Fig. 5¢) und Cyclophilins 40
(Cyp40,Fig. 5d) erfolgten jeweils bei einem Volumen-
strom von 25ul/min bei 22°C fiir eine Injektionsdauer von
84 s.

[0080] Figur 5b zeigt die Anbindung und Dissoziation
von CypA an dem QCM-Sensorchip im neunten Hybri-
disierungs- bzw. De-Hybridisierungszyklus. Dabeiwurde
CypA in folgenden Konzentrationen eingesetzt: 6.25 nM,
12.5nM, 25 nM, 50 nM, 100 nM, und 200 nM. Nach Mes-
sung des QCM-Signals erfolgte jeweils eine Reinigung
des Sensorchips durch Uberstrdmen mit 1% Natriumlau-
rylsulfat-Puffer (SDS) fuir 120 s.

[0081] Figur 5¢ zeigt die Anbindung und Dissoziation
von CypA mutant an dem QCM-Sensorchip, wobei das
CypA mutantin den Konzentrationen 31.25 nM, 62.5 nM,
125 nM, 250 nM, 500 nM, und 1000 nM zugefiihrt wurde.
[0082] Figur 5d zeigt die Anbindung und Dissoziation
von Cyp40 an dem QCM-Sensorchip, wobei das Cyp40
in den Konzentrationen 31.25 nM, 62.5 nM, 125 nM, 250
nM, 500 nM, und 1000 nM zugeflihrt wurde.

[0083] Bei keinem der in den Figuren 5b bis 5d ver-
wendeten erfindungsgemaRen QCM-Sensorchips konn-
te wahrend der Durchfiihrung der Anbindungsexperi-
mente (5b bis 5d) eine De-Hybridisierung der DNA Dop-
pelhelix (A’;A) infolge des Waschvorgangs mit der 1 %
SDS-Pufferldsung festgestellt werden. Das Ldsen bzw.
die De-Hybridisierung des CsA gekoppelten DNA-
Strangs A kann nur durch pH-Senkung erreicht werden.
[0084] DieFigur6zeigteine schematische Darstellung
eines weiteren erfindungsgemafRen Verfahrensprinzips
zur Erfassung von Bindungsereignissen von Molekilen
an einer bioaktiven Oberflache eines Biosensorchips,
wobei mit den Pfeilen der Verfahrensfortschritt angedeu-
tetist. Im Ausgangszustand Aist die bioaktive Oberflache
1 des Biosensorchips vollstandig von einem Bindungs-
puffer bedeckt und weist eine Immobilisierung mindes-
tens eines ersten Molekils 3 auf, bei dem es sich um
einzelstrangige DNA handelt, die chemisch kovalent an
den Chip 1 gebunden ist. Diese chemisch kovalente Im-
mobilisierung kann beispielsweise dadurch erreicht wer-
den, indem ein Chip mit freien Carboxylgruppen mit ein-
zelstrangiger DNA, die freie Aminogruppen aufweist
(NH5-ssDNA) in Gegenwart von EDC/sNHS zur Reaktion
gebracht wird. In analoger Weise kann ein beliebiger Li-
gand 6a, 6b, der eine freie Carboxylgruppe aufweist, mit
einer NH,-ssDNA 4, 5 und EDC/sNHS zur Reaktion ge-
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bracht werden. Dadurch kénnen erfindungsgemaRle
zweite Molekile 4 und/oder dritte Molekiile 5 generiert
werden, die chemisch kovalent einen Liganden 6a, 6b
gebunden haben.

[0085] In einem Schritt (I) wird an dem mindestens ei-
nen ersten Molekiil 3 zunachst ein zweites Moleklil 4, bei
dem es sich vorliegend um einzelstrangige DNA handelt,
unter Bildung mindestens einer spezifischen nicht-kova-
lenten Bindung (Wasserstoffbriickenbindungen zwi-
schen den Nukleotidbasen) gebunden (Hybridisierung).
Das zweite Molekiil 4 weist eine (z.B. chemisch kovalen-
te) Bindung an einen Liganden 6a auf. Zusatzlich kann
in Schritt (1) auch ein drittes Molekil 5 an das zweite
Molekil 4 gebunden werden. Das dritte Molekil weist
eine (z.B. chemisch kovalente) Bindung an einen (sog.
zweiten) Liganden 6b auf, wobei die beiden Liganden
6a, 6b in diesem Beispiel verschieden sind.

[0086] Im Verfahrensschritt (li) werden die Molekiile
mit Liganden durch Uberstrémen mit einer mobilen Pha-
se kontaktiert, wobei in der mobilen Phase vorhandene
Molekiile 9 (z.B. ein bestimmtes Protein als Analyt) an
die Liganden 6a, 6b assoziieren kdnnen. Wahrend des
Verfahrensschritts (li) kann die Assoziation und Dissozi-
ation zwischen den immobilisierten Liganden 6a, 6b und
den Strukturen 9 analytisch ermittelt werden, beispiels-
weise mittels Oberflachenplasmonresonanz-Spektros-
kopie.

[0087] Im Schritt (II) wird die bioaktive Oberflache 1
mit einer Pufferldsung mit einem pH-Wert kleiner als 3
durch Uberstrdmen mit einem vorgebbaren Volumen-
strom kontaktiert (nicht gezeigt). Durch den niedrigen pH-
Wert wird die Hybridisierung der einzelstrangigen DNAs
aufgeldst (Dissoziation) und das auf der Oberflache 1
des Biochip chemisch kovalent immobilisierte erste Mo-
lekul 3 bleibt zurlck d.h. der Biochip ist regeneriert und
fur eine erneute Assemblierung mit zweiten und optional
dritten Molekilen bereit. Folglich ist das gesamte Ver-
fahren reversibel, sodass der Biochip viele Male hinter-
einander fir Messungen eingesetzt werden kann.
[0088] Im Anschluss an Schritt (Il) kann die bioaktive
Oberflache 1 mit einem Laufpuffer (vorzugsweise Phos-
phatpuffer PBS mit pH 7) gesptilt werden, um den pH-
Wert von pH 3 auf einen neutralen pH-Wert einzustellen.

Patentanspriiche

1. Verfahren zur Erfassung von Bindungsereignissen
von Molekilen an bioaktiven Oberflachen, bei dem
in einem Schritt (I),
an mindestens ein erstes Molekiil (3), das durch eine
kovalente Bindung an einer bioaktiven Oberflache
(1) immobilisiertist, wobei das erste Molekul (3) aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einzel-
strangiger DNA, RNA, LNA und PNA,
mindestens ein zweites Molekil (4) unter Bildung
mindestens einer spezifischen nicht-kovalenten Bin-
dung gebunden wird, wobei das mindestens eine
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zweite Molekll (4) ausgewahlt ist aus der Gruppe
bestehend aus einzelstrangiger DNA, RNA, LNA
und PNA und das zweite Molekdl (4) chemisch ko-
valent an einen Liganden (6a) gebunden ist oder
wird,

eine Anbindung mindestens eines dritten Molekdls
(5) an das mindestens eine zweite Molekul (4) Gber
mindestens eine spezifische nicht-kovalente Bin-
dung erreicht wird, wobei das mindestens eine dritte
Molekil (5) ausgewanhlt ist aus der Gruppe beste-
hend aus einzelstrangiger DNA, RNA, LNA und PNA
und das mindestens eine dritte Molekdil (5) kovalent
an einen zweiten Liganden (6b) gebunden ist oder
wird,

eine erste Pufferldsung enthaltend ein Analytmole-
kil (9) mit der Oberflache (1) kontaktiert wird und
mittels einer analytischen Messmethode Bindungs-
ereignisse zwischen dem Analytmolekil (9) und dem
Liganden (6a) und zweiten Liganden (6b) erfasst
werden,

in einem Schritt (1),

eine zweite Pufferldsung mit der Oberflache (1) kon-
taktiert wird, sodass die spezifische nicht-kovalente
Bindung zwischen dem ersten Molekdl (3) und dem
zweiten Molekil (4) geldst wird und nicht-kovalent
an der Oberflaiche gebundene Molekile von der
Oberflache entfernt werden, und

im Anschluss daran die Schritte (I) und (II) mindes-
tens einmal wiederholt werden.

Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Ligand (6a) ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen, Li-
piden, DNA, RNA, PNA, LNA, Oligosacchariden so-
wie niedermolekularen Verbindungen mit einer Mo-
lekilmasse von < 20.000 Da, bevorzugt < 10.000
Da, besonders bevorzugt < 3000 Da, insbesondere
<900 Da.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass der zweite Li-
gand (6b) ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend
aus Peptiden, Proteinen, Lipiden, DNA, RNA, PNA,
LNA, Oligosacchariden sowie niedermolekularen
Verbindungen mit einer Molekilmasse von <20.000
Da, bevorzugt < 10.000 Da, besonders bevorzugt <
3000 Da, insbesondere < 900 Da.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass der Ligand
(6a) und der zweite Ligand (6b) identisch oder un-
terschiedlich sind.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspri-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die Bindungs-
ereignisse mittels Oberflachenplasmonresonanz-
Spektroskopie (SPR), Lichtinterferenzmessung
(LIM) und/oder Quarzkristall-Mikrowaagen (QCM)
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erfasst werden.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass das mindes-
tens eine Analytmolekil (9) ausgewahlt ist aus der
Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen, Lipi-
den, DNA, RNA, PNA, LNA, Oligosacchariden sowie
niedermolekularen Verbindungen mit einer Molekiil-
masse von < 20.000 Da, bevorzugt < 10.000 Da,
besonders bevorzugt < 3000 Da, insbesondere <
900 Da.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die bioaktive
Oberflache (1) im Schritt (II) mit der Pufferldsung
kontaktiert wird, wobei die Pufferlésung einen pH-
Wert kleiner als 3 aufweist.

Verfahren nach einem der vorhergehenden Ansprii-
che, dadurch gekennzeichnet, dass die bioaktive
Oberflache (1) nach dem Ldsen der spezifischen
nicht-kovalenten Bindung mit einem Neutralisations-
puffer kontaktiert wird, der einen pH-Wertim Bereich
von pH 6 bis pH 8 aufweist.

Anordnung zur Erfassung von Bindungsereignissen
von Molekdlen, bei der

mindestens ein erstes Molekil (3) an einer bioakti-
ven Oberflache (1) durch eine kovalente Bindung
immobilisiert ist, wobei das erste Molekiil (3) ausge-
wahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einzelstran-
giger DNA, RNA, LNA und PNA, und

mindestens ein zweites Molekdl (4) durch eine spe-
zifische nicht-kovalente Bindung an dem mindes-
tens einen ersten Molekil (3) gebunden ist, wobei
das mindestens eine zweite Molekiil (4) ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus einzelstrangiger
DNA, RNA, LNA und PNA und das zweite Molekiil
(4) chemisch kovalent an einen Liganden (6a) ge-
bunden ist, wobei

mindestens ein drittes Molekil (5) Gber mindestens
eine spezifische nicht-kovalente Bindung an das
mindestens eine zweite Molekiil (4) angebunden ist,
wobei das mindestens eine dritte Molekul (5) aus-
gewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus einzel-
strangiger DNA, RNA, LNA und PNA und das min-
destens eine dritte Molekil (5) kovalent an einen
zweiten Liganden (6b) gebunden ist, wobei

die spezifische nicht-kovalente Bindung der ersten
und zweiten Molekile (3, 4) durch Kontaktieren der
Oberflache (1) mit einer Pufferlésung l6sbar ist.

Anordnung nach Anspruch 9, dadurch gekenn-
zeichnet, dass der Ligand (6a) ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Peptiden, Proteinen, Li-
piden, DNA, RNA, PNA, LNA, Oligosacchariden so-
wie niedermolekularen Verbindungen mit einer Mo-
lekilmasse von < 20.000 Da, bevorzugt < 10.000
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Da, besonders bevorzugt < 3000 Da, insbesondere
<900 Da.

Anordnung nach einem der Anspriiche 9 oder 10,
dadurch gekennzeichnet, dass der zweite Ligand
(6b) ausgewahlt ist aus der Gruppe bestehend aus
Peptiden, Proteinen, Lipiden, DNA, RNA, PNA, LNA,
Oligosacchariden sowie niedermolekularen Verbin-
dungen mit einer Molekiilmasse von < 20.000 Da,
bevorzugt <10.000 Da, besonders bevorzugt <3000
Da, insbesondere < 900 Da.

Anordnung nach einem der Anspriiche 9 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, dass der Ligand (6a) und
derzweite Ligand (6b) identisch oder unterschiedlich
sind.

Anordnung nach einem der Anspriiche 9 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, dass die bioaktive Ober-
flache (1) fir eine analytischen Messung von Bin-
dungsereignissen geeignet ist, bevorzugt fir eine
analytische Messung mittels Oberflachenplasmon-
resonanz-Spektroskopie (SPR), Lichtinterferenz-
messung (LIM) und/oder Quarzkristall-Mikrowaa-
gen (QCM).

Anordnung nach einem der Anspriiche 9 bis 13, da-
durch gekennzeichnet, dass mindestens ein Ana-
lytmolekiil (9), bevorzugt Uiber eine nicht-kovalente
Bindung, an die bioaktive Oberflache (1) gebunden
ist, wobei das Analytmolekiil bevorzugt ausgewahlt
ist aus der Gruppe bestehend aus Peptiden, Prote-
inen, Lipiden, DNA, RNA, PNA, LNA, Oligosaccha-
riden sowie niedermolekularen Verbindungen mit ei-
ner Molekilmasse von < 20.000 Da, bevorzugt <
10.000 Da, besonders bevorzugt < 3000 Da, insbe-
sondere < 900 Da.

Anordnung nach einem der Anspriche 9 bis 14, da-
durch gekennzeichnet, dass die spezifische nicht
kovalente Bindung bei Kontaktierung mit einer Puf-
ferldsung, die einen pH-Wert aufweist der kleiner ist
als pH 3, ablésbar ist.

Anordnung nach einem der Anspriche 9 bis 15, da-
durch gekennzeichnet, dass die Oberflache (1) im
Wesentlichen trocken ist.

Claims

Method for detecting binding events of molecules on
bioactive surfaces, in which

in a step (1),

to atleastone first molecule (3), which isimmobilised
on a bioactive surface (1) by a covalent bond, the
first molecule (3) being selected from the group con-
sisting of single-strand DNA, RNA, LNA and PNA,
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at least one second molecule (4) is bonded with for-
mation of at least one specific non-covalent bond,
the at least one second molecule (4) being selected
from the group consisting of single-strand DNA,
RNA, LNA and PNA and the second molecule (4)
being bonded or having been bonded chemically
covalently to a ligand (6a),

a binding of at least one third molecule (5) to the at
least one second molecule (4) via at least one spe-
cific non-covalent bond is achieved, the at least one
third molecule (5) being selected from the group con-
sisting of single-strand DNA, RNA, LNA and PNA,
and the at least one third molecule (5) being bonded
or having been bonded covalently to a second ligand
(6b),

afirst buffer solution comprising an analyte molecule
(9) is contacted with the surface (1) and the binding
events between the analyte molecule (9) and the lig-
and (6a) and second ligand (6b) are detected by
means of an analytical measuring method,

in a step (l1),

a second buffer solution is contacted with the surface
(1) so that the specific non-covalent bond between
the first molecule (3) and the second molecule (4) is
broken and molecules which are bonded non-cova-
lently on the surface are removed from the surface,
and subsequently thereto, steps (I) and (Il) are re-
peated at least once.

Method according to claim 1, characterised in that
the ligand (6a) is selected from the group consisting
of peptides, proteins, lipids, DNA, RNA, PNA, LNA,
oligosaccharides and also low-molecular com-
pounds with a molecular mass of < 20,000 Da, pref-
erably < 10,000 Da, particularly preferably < 3,000
Da, in particular < 900 Da.

Method according to one of the preceding claims,
characterised in that the second ligand (6b) is se-
lected from the group consisting of peptides, pro-
teins, lipids, DNA, RNA, PNA, LNA, oligosaccha-
rides and also low-molecular compounds with a mo-
lecular mass of 20,000 Da, preferably < 10,000 Da,
particularly preferably < 3,000 Da, in particular <900
Da.

Method according to one of the preceding claims,
characterisedinthattheligand (6a) and the second
ligand (6b) are identical or different.

Method according to one of the preceding claims,
characterised in that the binding events are detect-
ed by means of surface plasmon resonance spec-
troscopy (SPR), light interference measurement
(LIM) and/or quartz crystal microbalances (QCM).

Method according to one of the preceding claims,
characterised in that the at least one analyte mol-
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ecule (9) is selected from the group consisting of
peptides, proteins, lipids, DNA, RNA, PNA, LNA, ol-
igosaccharides and also low-molecular compounds
with a molecular mass of < 20,000 Da, preferably <
10,000 Da, particularly preferably < 3,000 Da, in par-
ticular < 900 Da.

Method according to one of the preceding claims,
characterised in that the bioactive surface (1) is
contacted with the buffer solution in step (l1), the buff-
er solution having a pH value less than 3.

Method according to one of the preceding claims,
characterised in that the bioactive surface (1), after
breaking the specific non-covalent bond, is contact-
ed with a neutralisation buffer which has a pH value
in the range of pH 6 to pH 8.

Arrangement for detecting binding events of mole-
cules, in which

at least one first molecule (3) is immobilised on a
bioactive surface (1) by a covalent bond, the first
molecule (3) being selected from the group consist-
ing of single-strand DNA, RNA, LNA and PNA, and
at least one second molecule (4) is bonded by a spe-
cific non-covalent bond to the at least one first mol-
ecule (3), the at least one second molecule (4) being
selected from the group consisting of single-strand
DNA, RNA, LNA and PNA, and the second molecule
(4) being bonded chemically covalently to a ligand
(6a),

at least one third molecule (5) being bonded to the
at least one second molecule (4) via at least one
specific non-covalent bond, the at least one third
molecule (5) being selected from the group consist-
ing of single-strand DNA, RNA, LNA and PNA, and
the at least one third molecule (5) being bonded cov-
alently to a second ligand (6b),

the specific non-covalent bond of the firstand second
molecules (3, 4) being breakable by contacting the
surface (1) with a buffer solution.

Arrangement according to claim 9, characterised
in that the ligand (6a) is selected from the group
consisting of peptides, proteins, lipids, DNA, RNA,
PNA, LNA, oligosaccharides and also low-molecular
compounds with a molecular mass of < 20,000 Da,
preferably < 10,000 Da, particularly preferably <
3,000 Da, in particular < 900 Da.

Arrangement according to one of the claims 9 or 10,
characterised in that the second ligand (6b) is se-
lected from the group consisting of peptides, pro-
teins, lipids, DNA, RNA, PNA, LNA, oligosaccha-
rides and also low-molecular compounds with a mo-
lecular mass of <20,000 Da, preferably < 10,000 Da,
particularly preferably < 3,000 Da, in particular <900
Da.
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Arrangement according to one of the claims 9to 11,
characterisedinthattheligand (6a) and the second
ligand (6b) are identical or different.

Arrangement according to one of the claims 9to 12,
characterised in that the bioactive surface (1) is
suitable for an analytical measurement of binding
events, preferably for an analytical measurement by
means of surface plasmon resonance spectroscopy
(SPR), light interference measurement (LIM) and/or
quartz crystal microbalances (QCM).

Arrangement according to one of the claims 9to 13,
characterised in that at least one analyte molecule
(9) is bonded to the bioactive surface (1), preferably
via a non-covalent bond, the analyte molecule being
selected preferably from the group consisting of pep-
tides, proteins, lipids, DNA, RNA, PNA, LNA, oli-
gosaccharides and also low-molecular compounds
with a molecular mass of < 20,000 Da, preferably <
10,000 Da, particularly preferably < 3,000 Da, in par-
ticular <900 Da.

Arrangement according to one of claims 9 to 14,
characterised in that the specific non-covalent
bond is breakable by contacting with a buffer solution
which has a pH value which is less than pH 3.

Arrangement according to one of the claims 9 to 15,
characterised in that the surface (1) is essentially

dry.

Revendications

1.

Procédé pour détecter des événements de liaison
moléculaire sur des surfaces bioactives, dans lequel

lors d’une premiére étape (1),

a au moins une premiére molécule (3), qui par
une liaison covalente est immobilisée sur une
surface bioactive (1), la premiére molécule (3)
étant choisie dans le groupe consistant en
’ADN, I'ARN, le LNA ou le PNA simple brin,
on lie une deuxiéme molécule (4), avec forma-
tion d’au moins une liaison non covalente spé-
cifique, 'au moins une deuxiéme molécule (4)
étant choisie dans le groupe consistant en
'ADN, 'ARN, le LNA et le PNA simple brin, et
la deuxiéme molécule (4) étant liée, ou mise en
liaison chimiquement covalente avec un ligand
(6a),

on réalise une liaison d’au moins une troisieme
molécule (5) a 'au moins une deuxiéme molé-
cule (4) par lintermédiaire d’au moins une
liaison non covalente spécifique, 'au moins une
troisieme molécule (5) étant choisie dans le
groupe consistant en 'ADN, 'ARN, le LNA et le
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PNA simple brin, etI'au moins une troisiéme mo-
lécule étant liée ou mise en liaison covalente
avec un deuxieme ligand (6b),

on met en contact avec la surface (1) une pre-
miére solution tampon contenant une molécule
d’analyte (9) et, par une méthode de mesure
analytique, on détecte les événements de
liaison entre la molécule d’analyte (9) etle ligand
(6a) et le deuxieme ligand (6b),

lors d’'une deuxieme étape (ll)

on met en contact une deuxiéme solution tam-
pon avec la surface (1), de telle sorte que la
liaison non covalente spécifique entre la premiée-
re molécule (3) et la deuxieme molécule (4) soit
rompue, et que des molécules liées par liaison
non covalente a la surface soient enlevées de
la surface,

puis on répete au moins une fois les étapes (1)
et (I1).

Procédé selon larevendication 1, caractérisé en ce
que le ligand (6a) est choisi dans le groupe consis-
tant en les peptides, les protéines, les lipides, 'ADN,
’ARN, le PNA, le LNA, les oligosaccharides, ainsi
que les composés afaible masse moléculaire, ayant
une masse moléculaire < 20 000 Da, de préférence
<10 000 Da, d’'une maniére particulierement préfé-
rée < 3000 Da, en particulier < 900 Da.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que le deuxiéme ligand (6b)
est choisi dans le groupe consistant en les peptides,
les protéines, les lipides, 'ADN, 'ARN, le PNA, le
LNA, les oligosaccharides, ainsi que les composés
a faible masse moléculaire, ayant une masse molé-
culaire < 20 000 Da, de préférence < 10 000 Da,
d’une maniére particulierement préférée < 3000 Da,
en particulier < 900 Da.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce queleligand (6a) etle deuxie-
me ligand (6b) sont identiques ou différents.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que les événements de
liaison sont détectés par spectroscopie par résonan-
ce plasmonique de surface (SPR), par une mesure
d’interférences lumineuses (LIP) et/ou par des mi-
crobalances a cristaux de quartz (QCM).

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que I'au moins une molécule
d’analyte (9) est choisie dans le groupe consistant
en les peptides, les protéines, les lipides, I'ADN,
’ARN, le PNA, le LNA, les oligosaccharides, ainsi
que les composés a faible masse moléculaire ayant
une masse moléculaire < 20 000 Da, de préférence
<10 000 Da, d’'une maniére particulierement préfé-
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rée < 3000 Da, en particulier < 900 Da.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que la surface bioactive (1)
est, lors de I'étape (Il), mise en contact avec la so-
lution tampon, la solution tampon présentant un pH
inférieur a 3.

Procédé selon I'une des revendications précéden-
tes, caractérisé en ce que la surface bioactive (1)
est, aprés rupture de la liaison non covalente spéci-
figue, mise en contact avec un tampon de neutrali-
sation, qui présente un pH compris dans la plage de
6as8.

Dispositif pour détecter des événements de liaison
de molécules, dans lequel

au moins une premiére molécule (3) est immo-
bilisée par une liaison covalente a une surface
bioactive (1), la premiére molécule (3) étant
choisie dans le groupe consistant en I'ADN,
'ARN, le LNA et le PNA simple brin, et

au moins une deuxiéme molécule (4) est liée
par une liaison non covalente spécifique a I'au
moins premiére molécule (3), 'au moins une
deuxiéme molécule (4) étant choisie dans le
groupe consistant en 'ADN, 'ARN, de LNA et
le PNA simple brin, et la deuxieme molécule (4)
étant liée par liaison covalente chimique a un
ligand (6a),

dans lequel au moins une troisi€tme molécule
(5) est, par 'intermédiaire d’au moins une liaison
non covalente spécifique, liée a I’'au moins une
deuxiéme molécule (4), 'au moins une troisieme
molécule (5) étant choisie dans le groupe con-
sistanten ’ADN, 'ARN, le LNA et le PNA simple
brin, et 'au moins une troisieme molécule (5)
étant liée par liaison covalente a un deuxiéme
ligand (6b),

la liaison non covalente spécifique de la premié-
re et de la deuxiéme molécule (3, 4) pouvant
étre rompue par mise en contact de la surface
(1) avec une solution tampon.

10. Dispositif selon la revendication 9, caractérisé en

1.

ce que le ligand (6a) est choisi dans le groupe con-
sistant en les peptides, les protéines, les lipides,
’ADN, 'ARN, le PNA, le LNA, les oligosaccharides,
ainsi que les composés a faible masse moléculaire,
ayant une masse moléculaire < 20 000 Da, de pré-
férence <10 000 Da, d’'une maniére particulierement
préférée < 3000 Da, en particulier < 900 Da.

Dispositif selon 'une des revendications 9 ou 10,
caractérisé en ce que le deuxiéme ligand (6b) est
choisi dans le groupe consistant en les peptides, les
protéines, les lipides, 'ADN, 'ARN, le PNA, le LNA,
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les oligosaccharides, ainsi que les composés a faible
masse moléculaire, ayant une masse moléculaire <
20 000 Da, de préférence < 10 000 Da, d’'une ma-
niére particulierement préférée < 3000 Da, en parti-
culier <900 Da.

Dispositif selon I'une des revendications 9 a 11, ca-
ractérisé en ce que le ligand (6a) et le deuxieme
ligand (6b) sont identiques ou différents.

Dispositif selon I'une des revendications 9 a 12, ca-
ractérisé en ce que la surface bioactive (1) convient
a une mesure analytique d’événements de liaison,
de préférence a une mesure analytique par une
spectroscopie par résonance plasmonique de sur-
face (SPR), a une mesure d’interférences lumineu-
ses (LIM) et/ou a des microbalances a cristaux de
quartz (QCM).

Dispositif selon I'une des revendications 9 a 13, ca-
ractérisé en ce qu’au moins une molécule d’analyte
(9) est, de préférence par une liaison non covalente,
liée a une surface bioactive (1), lamolécule d’analyte
étant de préférence choisie dans le groupe consis-
tant en les peptides, les protéines, les lipides, 'ADN,
’ARN, le PNA, le LNA, les oligosaccharides, ainsi
que les composés a faible masse moléculaire ayant
une masse moléculaire < 20 000 Da, de préférence
<10 000 Da, d’'une maniére particulierement préfé-
rée < 3000 Da, en particulier < 900 Da.

Dispositif selon I'une des revendications 9 a 14, ca-
ractérisé en ce que la liaison non covalente spéci-
fiqgue peut étre rompue al'aide d’'une solutiontampon
qui présente un pH inférieur a 3.

Dispositif selon I'une des revendications 9 a 15, ca-
ractérisé en ce que lasurface (1) estpourl'essentiel
séche.
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